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２００８年 11 月  
 ヒ ト を は じ め と し た 多 く の 生 物 は 、D N A を 遺 伝 情 報 と し て 保 持 し て い る 。し か
Ｎｏ.1  
  
し 、 ゲ ノ ム D N A は 、 紫 外 線 や 放 射 線 な ど の 外 的 要 因 、 D N A 複 製 時 の エ ラ ー や 活
性 酸 素 な ど の 内 的 要 因 に よ り 常 に 損 傷 を 受 け て い る 。そ の 結 果 、D N A に 変 異 が 蓄
積 し 、 細 胞 死 や 癌 化 な ど の 原 因 に な る こ と が 知 ら れ て い る 。 生 物 は そ の 損 傷 を 修
復 す る 機 構 を 備 え て い る 。一 方 、3 0 0 万 種 を 超 え る 生 物 種 を 生 み 出 し て い る の は 、
ゲ ノ ム D N A 配 列 の 変 動 に よ る 配 列 情 報 の 違 い で あ る 。 特 に 、 真 核 生 物 に お い て
は 、 精 子 ・ 卵 子 な ど の 配 偶 子 の 形 成 、 受 精 に よ り ゲ ノ ム を 再 編 す る こ と が 、 種 の
多 様 性 の 獲 得 に つ な が っ て い る 。 従 っ て 、 生 物 は ゲ ノ ム D N A の 安 定 維 持 と 配 列
情 報 の 流 動 化 と い う 、 相 反 す る 機 能 に よ っ て 、 維 持 ・ 継 承 さ れ て い る の で あ る 。  
ゲ ノ ム D N A の 恒 常 性 維 持 と 遺 伝 的 多 様 性 の 獲 得 と い う ど ち ら の 機 能 に も 重 要
な 働 き を し て い る の が 、相 同 D N A 組 換 え で あ る 。相 同 D N A 組 換 え は 、体 細 胞 分
裂 期 、 減 数 分 裂 期 の 両 方 に 機 能 し て い る 。 ヒ ト を 含 む 真 核 生 物 で は 、 減 数 分 裂 初
期 に 位 置 的 、 時 間 的 に 制 御 さ れ た D N A 二 重 鎖 切 断 が 導 入 さ れ る こ と で 相 同 D N A
組 換 え が 開 始 さ れ る 。 二 重 鎖 切 断 末 端 に 形 成 さ れ た 単 鎖 D N A と 相 同 配 列 を 持 つ
二 重 鎖 D N A が 対 合 し 、 ヘ テ ロ 二 重 鎖 と よ ば れ る 中 間 体 を 形 成 す る 、 相 同 的 対 合
反 応 が 起 こ る 。 続 い て 、 ヘ テ ロ 二 重 鎖 領 域 を 拡 大 し 相 同 鎖 交 換 反 応 が 起 こ る 。 そ
の 結 果 と し て 相 同 染 色 体 間 の 物 理 的 な 連 結 で あ る キ ア ズ マ が 形 成 さ れ る 。 減 数 分
裂 期 に お い て 組 換 え が 起 こ ら な い と 、 キ ア ズ マ が 形 成 さ れ ず 染 色 体 が 第 一 分 裂 に
備 え て 正 し く 整 列 す る こ と が で き な い 。 こ の た め 、 染 色 体 の 不 分 離 が お き 、 高 頻
度 で 染 色 体 の 欠 失 や 染 色 体 数 の 過 不 足 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、
染 色 体 異 常 を 含 む 配 偶 子 は 受 精 し て も 適 切 に 発 生 し な い こ と も わ か っ て い る 。 つ
ま り 、 相 同 組 換 え の 欠 損 は 、 染 色 体 異 数 病 、 配 偶 子 不 全 や 不 妊 な ど 生 殖 能 力 の 低
下 に つ な が る 。 こ れ ら に 対 す る 予 防 に は 、 ゲ ノ ム の 動 的 性 質 と そ れ を 支 配 す る
D N A 組 換 え の 制 御 機 構 に つ い て の 理 解 が 必 要 で あ る 。  
真 核 生 物 に お い て 、 相 同 D N A 組 換 え 反 応 の 中 心 的 役 割 を 果 た し て い る の が 、
バ ク テ リ ア R e c A の ホ モ ロ グ で あ る D M C 1 と R A D 5 1 タ ン パ ク 質 で あ る 。こ れ ら の
タ ン パ ク 質 は 酵 母 か ら 植 物 、 ヒ ト に 至 る ま で 幅 広 く 保 存 さ れ て い る 。 D M C 1 は 、
他 の R e c A フ ァ ミ リ ー と 同 様 に 単 鎖 D N A お よ び 二 重 鎖 D N A と 結 合 し 、 相 同 鎖 対
合・鎖 交 換 活 性 を 有 す る 。R A D 5 1 は 減 数 分 裂・体 細 胞 分 裂 の 両 方 に 働 く の に 対 し 、
D M C 1 は 、 減 数 分 裂 期 に の み 機 能 し て い る 。 こ の こ と は 、 D M C 1 が 減 数 分 裂 組 換
え に お い て の み に み ら れ る 過 程 、 相 同 染 色 体 間 の 物 理 的 結 合 で あ る キ ア ズ マ 形 成
に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 し て い る 。 ま た 、 D M C 1 遺 伝 子 欠 損 株 で は 、 相
同 組 換 え 率 の 減 少 、 精 子 ・ 卵 子 の 形 成 不 全 の た め に 不 妊 に な る こ と が 報 告 さ れ て
い る 。 D M C 1 は 次 世 代 へ 遺 伝 情 報 を 伝 達 す る 反 応 の 要 で あ り 、 D M C 1 を 中 心 と し
た 減 数 分 裂 期 組 換 え 機 構 を 解 明 す る こ と は 非 常 に 重 要 で あ る 。 ま た 、 相 同 D N A
組 換 え に つ い て の 研 究 は 、 遺 伝 子 治 療 や 、 農 作 物 の 品 種 改 良 な ど の ゲ ノ ム 加 工 技
術 へ の 応 用 が 期 待 さ れ る 。  




一 塩 基 置 換 に よ る 遺 伝 子 の 多 型 性 が 注 目 さ れ て い る 。 S NP解 析 に よ り 、 疾 患 関 連
遺 伝 子 や 特 定 薬 剤 反 応 性 の 個 体 差 が 急 速 に 明 ら か に な り つ つ あ る 。 既 に 、 癌 、 心
筋 梗 塞 、 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 な ど を は じ め と し た 数 多 く の 疾 患 に 関 連 す る 遺 伝
子 が 特 定 さ れ て い る 。 ゲ ノ ム 解 析 の 結 果 、 D M C 1 タ ン パ ク 質 に も 多 く の 一 塩 基 多
型 が 発 見 さ れ 、 そ の う ち D M C 1 タ ン パ ク 質 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 に 3 種 類 の 一 塩 基
多 型 が 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。  
こ の よ う な 背 景 の も と 、 本 研 究 で は 、 減 数 分 裂 期 に お い て 特 異 的 に 発 現 し 、 相
同 組 換 え 反 応 の 中 心 的 役 割 を 担 う D M C 1 タ ン パ ク 質 と そ の 一 塩 基 多 型 に 着 目 し 、
D M C 1 の 組 換 え 活 性 に 及 ぼ す 遺 伝 子 多 型 の 影 響 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。
生 化 学 的 ・ 構 造 生 物 学 的 手 法 に よ り 、 D M C 1 遺 伝 子 多 型 に お い て 、 相 同 組 換 え 活
性 が 低 下 し て い る こ と を 示 し た 。 ま た 、 そ の 組 換 え 活 性 の 低 下 と 不 妊 症 と の 関 連
性 を 示 し た 。  
本 論 文 は 4 章 で 構 成 さ れ 、 各 章 の 要 約 は 以 下 の と お り で あ る 。 第 1 章 に お い て
は 、 本 研 究 の 背 景 と 概 要 に つ い て 述 べ 、 そ の 位 置 付 け と 意 義 を 示 す 。  
第 2 章 に お い て は 、 ヒ ト の 不 妊 症 で 検 出 さ れ た D M C 1 - M 2 0 0 V バ リ ア ン ト の 機
能 ・ 構 造 解 析 に つ い て 述 べ る 。 近 年 、 マ ウ ス に お い て ア ミ ノ 酸 の 一 つ が 置 換 さ れ
た d mc 1 変 異 体 が オ ス 特 異 的 に 不 妊 に な る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 、 ア ミ ノ 酸 置
換 を 含 む D M C 1 遺 伝 子 多 型 が 、相 同 組 換 え 活 性 に 大 き く 影 響 を 与 え る こ と で 不 妊
の 原 因 の 一 つ に な る こ と を 示 唆 し て い た 。更 に 、ヒ ト に お い て D M C 1 遺 伝 子 多 型
の 一 つ 2 0 0 番 目 の メ チ オ ニ ン （ M e t， M） が バ リ ン （ Va l， V） に 置 換 さ れ て い る
D M C 1 - M 2 0 0 V ホ モ 接 合 体 の 女 性 が 不 妊 で あ る と い う 報 告 が な さ れ た 。こ れ は 一 家
系 の み の 症 例 報 告 で あ っ た が 、 D M C 1 の 組 換 え 活 性 と 不 妊 症 と の 関 連 性 を 示 唆 す
る も の で あ っ た 。 そ こ で D M C 1 - M 2 0 0 V バ リ ア ン ト が D M C 1 の 組 換 え 活 性 に 及 ぼ
す 影 響 と 不 妊 症 と の 関 連 性 に つ い て よ り 詳 細 に 解 析 す る た め に 、 ヒ ト
D M C 1 - M 2 0 0 V を リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 と し て 精 製 し 、生 化 学 的 解 析 を 行 っ た 。
そ の 結 果 、 ヒ ト D M C 1 - M 2 0 0 V で は 相 同 D N A 対 合 活 性 が 減 少 し て い る こ と が 明 ら
か に な っ た 。 こ の 活 性 低 下 の 分 子 機 構 を 明 ら か に す る た め に 、 ハ ン ギ ン グ ド ロ ッ
プ 蒸 気 拡 散 法 に よ り D M C 1 - M 2 0 0 V バ リ ア ン ト の 結 晶 化 を 試 み た 。そ の 結 果 、良 質
な 単 結 晶 を 得 た 。こ の 結 晶 を 用 い て S P r i n g - 8 放 射 光 施 設 に て X 線 回 折 デ ー タ を 収
集 し 、3 . 5  Å の 分 解 能 で M 2 0 0 V バ リ ア ン ト の 結 晶 構 造 を 決 定 す る こ と に 成 功 し た 。
ヒ ト D M C 1 - M 2 0 0 V で は 、 ヒ ト D M C 1 と 同 様 に 8 量 体 リ ン グ 構 造 を と り 、 そ の 構
造 に 大 き な 違 い は な か っ た 。 し か し 、 D M C 1 単 体 に お い て は 、 α11 ヘ リ ッ ク ス 上
の M e t 2 0 0 と α1 3 ヘ リ ッ ク ス 上 の M e t 2 4 9 と の 疎 水 的 相 互 作 用 が 低 下 し て い る こ と
が 明 ら か に な っ た 。 こ の 構 造 上 の 違 い が タ ン パ ク 質 の 安 定 性 に 関 与 し て い る の で
は な い か と 予 測 し 、 高 温 条 件 下 で の ATPase 活 性 お よ び 相 同 DNA 鎖 交 換 活 性 を
解 析 し た 。い ず れ に お い て も ヒ ト DMC1-M200V で は ヒ ト DMC1 に 比 べ 活 性 が 低





を 確 認 す る た め に 、M e t 2 0 0、M e t 2 4 9 と い う 二 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 保 存 さ れ て い る
分 裂 酵 母 （ S c h i z o sa c c h a ro m y c e s  p o m b e ） の  D m c 1 遺 伝 子 に 対 応 す る 変 異
（ S p D m c 1 - M 1 9 4 V お よ び S p D m c 1 - M 2 4 2 V） を 導 入 し た 。 い ず れ の 変 異 体 も 減 数 分
裂 期 組 換 え に お い て 欠 損 を 示 し た 。以 上 の 結 果 か ら 、D M C 1 - M 2 0 0 V バ リ ア ン ト は 、
不 妊 症 の 遺 伝 的 原 因 の １ つ に な り う る と 考 え ら れ た 。ま た 、ヒ ト DMC1 フ ィ ラ メ
ン ト モ デ ル を 作 成 し と こ ろ 、Met200 残 基 の 近 傍 で あ る Arg252 は DNA 結 合 領 域
で あ る こ と が 予 想 さ れ た 。 DMC1-R252G、 DMC1-R252S 変 異 体 を 作 製 し 、 生 化
学 的 解 析 を 行 っ た 。DMC1-R252G、DMC1-R252S 変 異 体 は 相 同 DNA 鎖 交 換 反 応
に 顕 著 な 欠 損 を 示 し 、 更 に 、 二 重 鎖 DNA 結 合 に お い て も 顕 著 な 低 下 を 示 し た 。
こ れ ら の 結 果 は 、DMC1-M200V バ リ ア ン ト で は Met200 近 傍 の ア ミ ノ 酸 残 基 と の
相 互 作 用 の 低 下 に よ り 、 構 造 が 不 安 定 に な り 、 相 同 鎖 対 合 活 性 の 低 下 に つ な が る
と い う 考 え を 支 持 す る も の で あ る 。 ま た 、 DMC1-R252G、 DMC1-R252S 変 異 体
の 解 析 は DMC1 の 新 た な DNA 結 合 部 位 を も 明 ら か に し た 。  
第 3 章 に お い て は 、 D M C 1 - I 3 7 N バ リ ア ン ト の 機 能 解 析 に つ い て 述 べ る 。 D M C 1
と R A D 5 1 は 互 い に 5 0％ の ア ミ ノ 酸 の 相 同 性 を 有 し て い る が 、 そ の 会 合 状 態 は 異
な る 。RAD51 を は じ め と す る RecA フ ァ ミ リ ー は フ ィ ラ メ ン ト 構 造 を と る の に 対
し 、 DMC1 は 、 8 量 体 の リ ン グ 構 造 と ら せ ん 状 の フ ィ ラ メ ン ト 構 造 の 両 方 を と る
こ と が X 線 結 晶 構 造 解 析 、電 子 顕 微 鏡 観 察 に よ り 、示 さ れ て い る 。フ ィ ラ メ ン ト
構 造 が DMC1 の 活 性 型 フ ォ ー ム で あ る と 考 え ら れ て お り 、フ ィ ラ メ ン ト を 形 成 し
た 場 合 、 DMC1 の N 末 端 ド メ イ ン が DNA 結 合 部 位 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。 そ
こ で 、 N 末 端 ド メ イ ン の DMC1 バ リ ア ン ト で あ る 37 番 目 の イ ソ ロ イ シ ン （ I le，
I）が ア ス パ ラ ギ ン（ Asn，N）に 置 換 さ れ て い る D M C 1 - I 3 7 N に 着 目 し た 。D M C 1 - I 3 7 N
を リ コ ン ビ ナ ン ト 蛋 白 質 と し て 精 製 し 、 生 化 学 的 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 二 重 鎖
D N A 結 合 が 低 下 し て い る こ と が わ か っ た 。ま た 、 D M C 1 の 相 同 鎖 対 合・組 換 え 活
性 が 検 出 さ れ る 条 件 で は 全 く 活 性 を 示 さ な い が 、高 い C a 2 +濃 度 に お い て 活 性 を 示
す こ と が 明 ら か に な っ た 。 逆 に 、 D M C 1 で は 高 い C a 2 +濃 度 条 件 下 に お い て ど ち ら
の 活 性 も 検 出 で き な か っ た 。D M C 1 と D M C 1 - I 3 7 N の 間 に は 大 き な 生 化 学 的 性 質 の
違 い が あ り 、 こ の 違 い は D M C 1 - I 3 7 N の 減 数 分 裂 期 組 換 え 異 常 を 引 き 起 こ し 、 不
妊 症 を 発 症 す る 原 因 の 一 つ に な り う る こ と を 示 唆 し て い る 。  
第 4 章 で は 、 本 研 究 で 得 ら れ た 知 見 を 総 括 し 、 減 数 分 裂 期 の 相 同 D N A 組 換 え
に お け る 今 後 の 課 題 を 述 べ る 。  
                 
 
 
 
 
